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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Verfahren und Vorrichtung zur Vernnessung und Kalibrierung von Laser- Pi nzetten 
(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrich- 
tung zur quantitativen Vermessung optisch induzierter 

Krafte auf Teilchen in optischen Kafigen. Hierzu wird ein 

elektrischer Hochfrequenzfeldkafig, gebildet durch eine 

Gruppe von Mikroelektroden (11 bis 18), mit einem fokus- 

sierten Lichtstrahl (19) so kombiniert, daB sich der Fokus 

(110a) innerhalb des Feldkafigraumes (111) befindet. Das 

Verfahren beruht darauf, ein Teilchen (113) in einem La- 

serstrahl zu fangen und in eine Position (z. B. 114, Koordi- 

naten (x1, y1, z1)), mit Abstand zum Fangpunkt (110b) des 

Hochfrequenzfeldkafigs zu bnngen. Uber eine Erhohung 

der Amplitude der an die Elektroden angelegten Hochfre- 

quenzsignale werden die auf das Teilchen (113) wirken- 

den elektnschen Polarisationskrafte des Feldkafigs solan- 

ge erhoht, bis das Teilchen (113) aus dem Laserfokus 

(110a) herausgedruckt und in den Fangpunkt (110b) des 

Hochfrequenzfeldkafigs gezogen wfrd. Da die elektri- 

schen Polarisationskrafte auf das Partikel und die Feldver- 

teilung zwischen den Elektroden (11 bis 18) bekannt sind, 

kann aus der Amplitude der elektrischen Signals zurn 

Zeitpunkt des Positionswechsels auf die optisch induzier- 

ten Krafte geschlossen werden. Durch Wtederholen der 

Prozedur des "Laser-Trappings" und der Verschiebung 

des Partikels (113) in beliebigen Raumrichtungen in oder 

nahe dem FeldkaHg (111) lassen sich die optisch induzier- 

ten Krafte dreidimensronal im optischen Fokalgebiet be- 

stimmen und die Fanggute des Lasers kalibrieren. 
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Beschreibung 

^ I.aserr.lle„. at.ch "op.ical tweezers", ^.a^SeVl"' 1.' ' '"■'^'>"'^'engroBe Teilchen ausgeubt ^.erden ^ 

rung unci Manipulation mikix,,,,etergro6er fubmit^^Sri R p^'^ rechnischem Gebiet zur PosSie- 

schan ,ur physikabsche Chemie. Bd 93. Nr 3 9^ ^^TeH^^ Y 'v^ "'"S**^'^' f^^rich.e der Bunsen-GeseH- 

Kev.Cyiol. 131.1 ; Block SM 1990 "Nrli^ ^. . "^'"^^^^ K O looo i 
.0 wickiung oben genan„,e%if er-^^e^'T^^^^^^^ echniques in C^ll B.ology", Wiley-Lis^ N^w York 3751 d1 'Jn " 
156].DasPrinzipdesParukel.Tra^,?gTbeitj^^ 

quelle wegdnickl, Gradientenkrafle auL.en die S'tmln rr '^'^^^^^ '''^'"^hen von der Lie;,-' 

sen, gehaUen wird. Vorausse.zung i.,, daR die Abt'J:.L"^l^tt4" ''"''"^ ''^^ ^'abil it Z- 

ste. srarL Fokus^felg^dri^^S fw^KilcS '''r^^'^^- ^^^^-'-ng erlangt. weil bei gleicher 

als auch Objekte die kleinerals die Wellenl^Pe^rnH^i ' *^ Wellenlange (sogenfnnee Mie llitchen^ 
vor a.,e„. biologische Objekte wieSi'^'^^^^^^^^ 
und^k.n.bcbeMik^a.ike.„piock,S.aal,^ 

sc^pSS^NrriSS^^^^ al.. 1958, Fo.cbu„gsbl.cb. deL^ 

scher Kraftevorgestellt Schnelleetal, 1993 Biochim , ^i^^^'^^^e unterNutzung dielektrophoreti- 

Mon.lo.ung hoher gewahU, als die -niu le e LeiSSdiSen -h P^^" '"^ Leitfahigkeit einSus 

i^'l'^^-'"^^'^-^ dcrart angcordnc, und gc^r da^ iT^.'\"''K''"r' ^"^'^'^ ^ 

1994 B,och,m. Biophys. Acta 1201, 353] Auch di^es ^n^^n t ^' abstoScndc Kraftc wirkcn (Fuhr. G ct al 

Chen benutzt werden (Schnelle et al.. 1993 BiLwm iS^v, a"". T.^"':?"' ^^'^'ioniere<, und Bewegen von Tdll 
konnen ebenfalls den Mie- als auch RayleighSchen fS^h^? nu^l ^^'^^ ^" dielektrischen Feldkafigen 

VananteI[Svoboda,K.andBlock S M 1994 Ann P u . ^usamnienfas- 

ger.es Teilchen wirkt eine kalibrierbie Sr^Sg^Ge^^^^^^ SlrS s?"""' - La-^o^- gefan- 

rade aus deni Laserfokus gerissen wird oder eerade Tn hv ^ W'^chwindigkeii, bei der das Teilchfn ee- 
kann uber die Stokes'sche Reibung eine ^ZmI"^^^^^^'"^^'^^'^^ "^"^ Stromungsgeschwindigkeit 

Vanante H [Dennis C P 1 OOn ^ ri- 
chensin^Laserfokusaufgn^^dderB^S^^^^ 
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del werden. In der folgcnden Beschreibung wird olinc Bcschrankiing auf die Realisicrung dcs l-'angbcreiches als Fang- 
punkl Bezug genoninicn, die Hrfindung kann jedoch enisprcchend mil beJiebig gebildelen Fangbereichcn iniplenienlien 
werden. Die l£rtindung beruht darauf, die opiisch induzierlcn Krafle in der opiischen Falle (opiischer Kafig) aus den elek- 
irischen Kraftcn auf das Teilchen beini Ubergang zwischen den Gleichgewichtszustiinden, d. h. voni Fokus zuiirFang- 
punkl Oder unigekehrl, zii besfinnuen. ErfindungsgeniaB wird die Aulgabe insbesondere, gelost, indeiii das "Laser-Trap- s 
ping" in eineni elekirischen Hochfrequenz-Mikrofeldkafig erlx)lgl, dessen Feldkrafie und eleklrische Feldverteilung be- 
kannl sind und der zur Einkopplung des zur Bildung dcs opiischen Kafigs erforderlichen Laserlichls eingerichlel ist. 
Durch Verschieben des in] Laserlrap (Fokus) gefangenen Teilchens aus dein Fangpunk! des Feldkafigs bei niedriger elek- 
trischer Fangleistung in eine definierle Posilion mi! Absland voni Fangpunkt kann durch nachtblgende Hrhohung der 
Amplitude der elekirischen Ansieuersignale des Feldkafigs genau der Schwellen wen beslinmil werden, bei deni die elek- lo 
trischen Ixldkrafte das Teilchen aus dem opiischen Fokus zuruck zum Fangpunkt bewegen, oder unigekchrl. 

Die Einkopplung des zur Bildung des opiischen Kafigs erforderlichen Laserlichls wird durch verschiedene bauliche 
MaRnahmen am Mikrofeldkafig erziell. Zu diesen zahll insbesondere die Anbringung mindeslens einer Teilgruppe der 
Elektroden des Mikrofeldkafigs auf einem Subslrat, das transparenl und so dunn isl, daB eine Laserlichtquelle geniigend 
dicht an den Mikrofeldkafig gefuhrt werden kann, daB in dieseni der Fokus gebildet wird. Bei praktisch verfiigbaren Ge- 15 
stallungen von Laserpinzelien umfaBt die Laserlichtquelle u. a. ein Einkoppelobjektiv moghchsl hoher numerischer 
Apertur. Dadurch ist die Brennweite ublicherweise im Bereich einiger hundert Mikrometer. Das transparenle Subslral 
besitzi somii vorzugsweise eine Dicke kleiner als die Brennweite der Laserlichtquelle. 

Die Erfindung erlaubt je nach Anwendung, die qualitativen und/oder quanlitativen Parameter der optisch induziertcn 
Krafle an eineni Teilchen zu erfassen. Die quantitative Bestimmung der optisch induzierten Krafte kann aus wenigen 20 
(JroBen erfolgen" die z. B. die Orte des Fokus und des Fangpunktes, die Feldverteilung zwischen den Elektroden, die 
elekirischen Eigenschaften des Teilchens und seiner Umgebungslosungen als auch die Fomi, Phasenlage, Frequenz und 
Amplitude aller Elektrodensignale umfassen. Alle diese GroBen lassen sich unabhangig von der eigentlichen Messung 
Oder vorab auf rein elektrischeni Wege oder uber eine einmalige numerische Simulation der Feldverteilung im Hochfre- 
quenzkafig beslimmen. 25 

Die opiisch induzierten Krafle, die auf das Teilchen wirken, lassen sich aus der Amplitude der elekirischen Ansieuer- 
signale dcs elekirischen Feldkafigs bcim Ubergang zwischen den Glcichgcwichtcn beslimmen. Durch system atisches 
Verschieben eines in seinen passiven elekirischen Eigenschaften bekannten Partikels in x-, oder/und y-, oder/und z-Rich- 
lung konnen auf diese Weise die Krafte, die der fokussierte Laserslrahl auf ein Teilchen dieser GroBe ausiiben kann, 
quantitaliv und orlsaufgelost bestimmi werden. 30 

Ein Vorteil der Erfindung ist es, daB der Kraftegradient der optisch induzierten Krafte relaliv sleil ist, so daB der ge- 
nannte Ubergang zwischen den Gleichgewichlen schwellwertartig oder sprunghaft erfolgt und somit besonders leicht 
und genau registriert werden kann. 

ErfindungsgeniaB kann diese Prozedur automatisiert und zur Kalibrierung des LasersUrahls benutzt werden. Die Mcs- 
sungen lassen sich beliebig oft wiederholen, lassen sich in wenigen Sekunden ausfiihren und konnen zudem an ein und 35 
demselben Teilchen in der spaleren Umgebung durchgefuhrl werden. Neben Absolulwerlen der optisch induzierten 
Krafte konnen Symmelrieabweichungen der opUschen Strahlung und deren Intensitatsprofile nahe und ini Fokalbereich, 
d. h. auch relative Werte bestimmi werden. 

Die Erfindung isl mil beliebigen Teilchen wie synthetischen Pardkeln oder biologischen Zellen oder deren Bestandtei- 
len implemenlierbar. Die TeilchengroBe liegt im gesamten GroBenbereich von Teilchen, die niit Laserpinzetten manipu- 40 
lierbar sind, vorzugsweise bei einer GroBe kleiner als 200 pm. 

Bevorzugte Ausfiihrnngsbeispiele der Erfindung werden nachfolgend unter Bezugnahme auf die beiliegenden Figuren 
naher erlautert. Es zeigen:. 

Fig. 1 : eine Prinzipdarslellung der Anordnung der Feldkafigelektroden und einer opiischen Falle; 

Fig. 2: eine weitere Prinzipdarslellung der Anordnung der Feldkafigelektroden und einer opiischen Falle: 45 

Fig. 3: eine Kurvendarstellung zur Illustration experimenleller Ergebnisse; 

Fig. 4: beispielhafle Darslellungen der Feldverteilungen eines Okiupol-Feldkafigs; und 

Fig. 5: eine Kurvendarstellung zur IllusU-ation der Fangkrafle des in Fig. 4 gezeigten Feldkafigs in z-Richlung. 

Die Erfindung wird im folgenden unter Bezug auf die Kombination eines Oktupol-Feldkafig mil einem einzelnen 
Fang-Laserstrahl beschrieben, ist jedoch entsprechend mit beliebigen Feldkafigformen bzw. mehreren Lasersu-ahlen rea- 50 
lisierbar. 

Beispiel 1 

Entsprechend Fig. 1 wird ein elektrischer Hochfrequenzfeldkafig, bestehend aus den Mikroeleklroden (11 bis 18) mit 55 
dem tbkussierlen Lichlstrahl (19) so kombiniert, daB sich der, Fokus (110a) im elekirischen Feld der Mikroeleklroden, 
d. h. entweder innerhalb des Feldkafigrauraes (111) oder in unmiuelbarer Nahe (112) auBerhalb des Kafigs befindet, wah- 
rend der Fangpunkt (110b) des Ilochfrequenzfcldkafigs an einem dazu beabstandeten Ort (z.B. einen Bruchleil bis zu 
mehrere Panikeldurchmessern entfeml) liegl (z. B. an der Slelle 114, charakterisiert durch die Koordinaten (xl, yl, zl)). 
Das Verfahren erfolgl beispielsweise derart, daB ein Teilchen (113) im Laserslrahl gefangen und zunach.si durch eine Fo- 60 
kusverschiebung in die bezeichnele Posilion (z. B. 114) gebrachl wird. Uber eine Erhohung der Amplitude der an die 
Elekiroden angelegten Hochfrequenzsignale werden die elekuischen Polarisalionskrafte des Feldkafigs solange erhoht, 
bis das Teilchen (113) aus dem Laserfokus herausgerissen wird und sich in den Fangpunkt (110b) bewegl (Ubergang zwi 
schen den lokalen Gleichgewichlen). 

Der Ubergang zwischen den lokalen Gleichgewichlen kann aliemaiiv auch ausgefuhrt werden, indeni die Laserlei- 65 
slung erhoht wird und das Teilchen aus dem Fangbereich dcs Feldkafigs in den Fokus bewegl wird und/oder indem die 
One der Fangpunkte oder des Fokus verschoben werden und eine Wegbeslimmung erfolgl. Da die elekirischen Polarisa- 
lionskrafte auf das Teilchen und die Feldverteilung zwischen den Elekiroden (11-18) bekanni sind. besiehi eine dirckie 
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Palcnianspruche 

1 . Vorrichiung /.ur Besiiiuniung opiisch indu^ierlcr Krafte auf Teilchen ini Fokus eines opiischen Kafigs, gekenn- 
zeichnet duix-Ji eine Mikroeleklrodenanordnung mil eineni dreidiiiiensionalen eJektrischen Feid, in deni sich inin- 
deslensder Fokus iiiit dem Teilchen hcfindcl imddascleklrischeFeldgrndienien aiifweisl, die einen Fangbereich mil s 
Abstand voni Fokus bilden. 

2. Vorrichiung geniaB Anspruch 1 , bei der die Mikroeleklrodenanordnung pianare Eleklroden unil aBl, die in Grup- 
l^n aul zwei voneinanderbeabslandeien Subslralen angebrachi sind, von denen mindeslens ein Substral iransparenl 

3. Vorrichiung geniaB Anspruch 2, bei der das iransparenie Substral eine Dicke von weniger als 500 pni besitzi. lO 

4. Vornchlung geniaB Anspruch 1 oder 2, bei der die Eleklroden an aufeinander zuweisenden Oberflachen der Sub- 
strate angebrachi und die Substrate durch einen Absiandshaller getrenni sind, der einen Suspensionsraum bildet, in 
den der Fokus durch eines oder beide Substrate eingekoppeh. werden kann, 

5. Vorrichiung geinaB Anspruch 4, bei der der Suspensionsraum Teil eines Kanals isi, durch den die Teilchen mil- 
tels einer Losungsstroniung in das Feld der Mikroeleklrodenanordnung fuhrbar sind. 

6. Vorrichiung gemaB eineni der vorhergehenden Anspruche, bei der die Mikroeleklrodenanordnung eine Vielzahl 
von Eleklroden aufweisl, deren Eleklrodenenden einen Mullipol bilden. der eine in x-, y-Richlung und/oder z-Rich- 
lung syiiimeirische elekuische Feldverteilung besitzt. 

7. Vorrichiung geniaB einciii der vorhergehenden Anspruche, bei der die Eleklroden mil einer isolierenden dielek- 
Inschen Schicht iiberzogen sind oder aus gegenuber der Losung ini wesentiichen inerlen Metallen wie Platin, Tilan 
Tantal oder (]oId bestehen. 

8. Vorrichiung geniaB eineni der vorhergehenden Anspruche, bei der die Eleklroden init halbleitertechnologischen 
Methoden in dreidin tension aler Fomi oder in Hybridtechnik hergestellt sind. 

9. Verfahren zur Bestimiiiung opiisch induzierter Krafte auf Teilchen ini Fokus eines bptisc hen Kafigs iiiit einer be- 
stimmten Laserleistung, mil den Schritten: 

a) Posilionierung des Fokus in einer MikroelekU-odenanordnung mil einein dreidiniensionalen eleku^schen 
Fold, das clcktrischc, cincn Fangbcrcich bildcndc Fcldgradicntcn aufweisl, mil Abstand voni Fangbcrcich dcr- 
arU daB sich das Teilchen ent weder iin Fokus oder im Fangbereich befindet. 

b) Variation der Amplitude des elekUischen Feldes, der Laserleistung und/oder des Abstands des Fangberei- 
ches voni Fokus, bis eine Ubergangsbewegung des Teilchens vom Fokus zuni Fangbereich oder unigekehrt er- 30 
folgt, und 

c) Erniiiilung der opusch induzierten Krafte aus der AmpO tude des elektrischen Feldes bei der Ubemangsbe- 

wegung. 

10. Verfahren geniaB Anspruch 9, bei dem die Scliritte a) bis c) jeweils fiir alle interessierenden Raunirichtungen 
wiederholt werden. 

11. Verfahren geniaB Anspruch 9 oder 10, bei dem der Abstand zwischen dem Fokus und dem Fangbereich minde- 
slens ein Zehnlel des Teilchendurchmessers betragl. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 11, bei dem die Eleklroden der Mikroelektrodenanordnung alter- 
nierend nut ISO'^phasenverschobenen Signalen oder mit rotalionserzeugenden Signalen weiterer Phasenaufspaltun- 
gen beaufschlagi werden. 

13. Verfahren gemaB eineni der Anspriiche 9 bis 12, bei dem der Fangbereich ein Fangpunkt ist und der Fangpunkt 
innerhalb des Stralilungsfeldes des optischen Kafigs liegl, so dafi das Teilchen bei Erniedrigung oder Erhohung der 
Amphluden der Eleku-odensignale bzw. der Laserleistung zwischen dem Fangpunkt und dem Fokus bin und her 
spnngl und der zugehorige Werl der Amplituden zur Bestimmung der opiisch induzierten Krafte verwendet wird. 

14. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 9 bis 12, bei dem der Fangbereich durch mindeslens eine Feldbartieren 
vom optischen Kafig getrenni ist. 

15. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 14, bei dem die elektrischen Feldkrafte iiber die Bewegung des 
Teilchens zur Justage des optischen Strahles, insbesondere seiner Fanggiile, Synmietrie oder eine andere Kalibrie- 
rung des opiischen Strahlungsfeldes oder zur Charakterisierung der Teilchen verwendet werden. 

16. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 15, bei dem die Bewegung des Teilchens und damit die Bcstim- 50 
mung der optischen Krafte bzw. die Justage der Lichtquelle automatisch erfolgt, in dem die Teilchenbewegung auf 
optischeni Wege oder/und elektrischein Wege deiektiert wird. 

17. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 17, bei dem das Teilchen ein synthetisches Partikel oder eine bio- 
logische Zelle oder deren Besiandteil ist, wobei das Teilchen eine GroBe kleiner als 200 pm besitzt. 

18. Verwendung eines Mikrofeldkafigs zur Kalibrierung einer Laserpinzette. 55 

Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 
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